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メタン菌はその生育に非常に敢密な嫌気状態を要求するため，キりfrI汗養が難し
いにもかかわらず，今世紀初頭からのBackerやSchnellcnらの初期研究に始まり，
純粋分離のためのテクニックの開発，嫌気グロープ、ボックスの開発などによって，
徐々にではあるが研究は進んできた。1977年， Wocse & Foxによる 16S(18S) rRNA 
の塩基配列をもとにしたオリゴヌクレオチドカタログ法の研究結果から， メタン
菌は真核生物および通常の細菌 (すなわち真性細菌)とは異なる新たな生物群を
構成することが明らかとなった。この新たな生物群は古細菌"Archaebactclia"とH千
ばれることとなった。Hピ7{obacteriumをはじめとする高度好塩菌および、Su(fυ{obus
などの硫黄依存性高度好熱菌も，これ以後の研究によ って，この古細菌に分類さ
れることがわかった。古細菌は，イントロンをもつこと [Doolitle，1985]， 抗生物
質への感受性[Bock& Kandler， 1985]， RN A polymerase[Zillig， etal.， 1985]などの酵
素の特徴などから，真核生物および真正細菌とは分類学上異なる独自の位置を占
めていることが明らかとなった[Woese，1987]。さらにH+-ATPaseおよび伸長因子
EF-Tuの相同遺伝子の塩基配列の比較から，原子生命から古細菌と真正細菌とに
分かれ，その後古細菌から真核生物が分かれたという説が有力になった。1990年
Woeseらは新たに "domain川という kingdomの上位に位置する分類単位を提唱した
[Woese， etal.， 1990]。そして，古細菌はArchaeα，真核生物はEucarya，そして真
正細菌はBacteriaという domainとされた。
『・
ー( I判1[判のprCf】y1 trans ferasesとイソプレノイド I一-fT!J比
古細菌は他のdomainには見られない特有の性質をいくつか有しており，そのひ
とつに脂質成分の特異性がある。この脂質成分の検出は容易で， i指の純粋分離の
後，その菌が古細菌か否かを判定するのに利用されており，さらにある生態系に
どの程度古細菌(主としてメタン菌)が存在しているかを検出・定量するのに古来1
菌の脂質量を利用した新しい方法が提案されている[Ohtsubo，et (/1.， 1993J。古来fH
閑の脂質は，真核生物および真正制菌で見られるような直鎖脂肪酸とグリセロー
ルとのエステルではなく，分岐を持つイソプレノイドアルコ ールとグリセロール
とのエーテルである[Tornabene，et af_， 1978; Tornabenc & Langworthy， 1979Joまた，
グリセロールの立体配置は鏡像の関係にある[Kakinurna，et al.， 1988; 1990J。さら
に，テトラエーテル型脂質と呼ばれる一群の脂質は，両端にグリセロール部分を
持ち，細胞膜の厚きに匹敵する鎖長となる[DeRosa，et al.， 1982]。つまり，この型
の脂質を主として持っている古細菌の細胞膜は，通常の脂質二重層とは異なり脂
質一重層である[DeRosa，et al.， 1982]。これらの非常に特徴ある古細菌の脂質につ
いては， 1965年Katesらによ って，Halobacterium cutirubrumから得られた脂質骨
格の構造決定が初めて行われ[Kates，et al.， 1965]， 1980年代からテトラエーテル型
脂質骨格の構造決定[Heathcock，et al.， 1985]および極性頭部の構造決定[Nishihara，
et al.， 1987; 1989; Nishihara & Koga， 1987]などがさかんに行われた。ジエーテル型
脂質骨格では，マクロサイクリック型[Comita& Gagosian， 1983]や水酸基を持つ
もの[Ferrante，et al.， 1988; Nishihara & Koga， 1991]，また，テトラエーテル型脂質
骨格では，シクロペンタン環をト数個持つもの[DeRosa，et al.， 1986]などの脂質骨
格においてもパリエーションカfあることがわかってきた 。 それら脂質はt~性頭部
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によってさらに特徴づけられている。これら脂質の構造決定はかなり進んだが，
脂質の生合成系の研究は今までのところ非常に少ない。的帰θにおけるトレーサー
実験によって古細菌のイソプレノイド生合成系はこれまで知られていたメバロン
酸経路を経由するであろうと推論されているがその詳細は明らかでない。最近，
Poulterらによって，ジエーテル型脂質のエーテル結合を生成する反応が発見され
た[Zhang，et al.， 1990; Zhang & Poulter， 1993a]。この反応、は二つのgeranylgeranyl
diphosphate (GGPP)からゲラニルゲラニル基をグリセロール↓リン酸へ順次転移
するこつの反応からなり，それぞれに対応するこつの転移酵素が発見された
[Zhang， etal.， 1990; Zhang & Poulter， 1993a]。また，Halobacterium halobiumにおい
ても同様の反応が存在することが報告された[Zhang& Poulter， 1993b]。現在のと
ころ，これら以外のinvitroにおける古細菌の脂質生合成に関与する酵素の報告は
ない。
prenyltransferasesはイソプレノイド鎖を伸長する反応を触媒する酵素として知
られ，そのproductの鎖長から本酵素群はさらに分類されている。そのうち，最
もよく知られているのが，ステロイド生合成のための前駆体である famesyl
diphosphate (FPP)を供給するFPPsynthaseである[Reed& Rilling， 1975; Eberhard & 
Rilling， 1975; Barnard & Popjak， 1981]。その{也， geranyl diphosphate (GPP) 
synthase[Heide， 1988; Heide & Berger， 1989; Croteau & Purkett， 1989; Suga & Endo， 
1991]， GGPP synthase[Ogura， etal.， 1972; Dogbo & Camara， 1987; Brinkhaus & Rilling， 
1988]，長鎖のprenyldiphosphateを合成するprenyltransferaseとして， hexaprenyl-
transferaeなどのようにE型に鎖伸長するもの[Ohnuma，et al.， 1991]， undecaprenyl 
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diphosphate synthaseのようにZ型に鎖伸長するものなど[Baba& Allen， 1980; Ishii， 
et al.， 1986]が知られている。最もよく研究されているFPPsynthaseは， sterol合成
系のー酵素として，活性も高いことから古くから注目され，その酵素蛋白は単一
にまで精製された[Eberhard& Rilling， 1975; Yeh & Rilling; 1977]。また，そのDNA
レベルでの解析も進んでいる[Clarke，et al.， 1987; Anderson， etal.， 1989; Sheares， et
al.， 1989; Wilkin， etal.， 1990]。しかし，それ以外のprenyltransferasesでは酵素活性
がFPPsynthaseと比べ低いことなどから，研究は遅れている。
著者の在籍する微生物化学研究室において， 1988年，高温性メタン菌
Methanobacterium的ermoformicicumSF・4が分離され，他のメタン菌株との生化学
的性質の比較[Oi，et al.， 1988]，アミノ酸代謝のkeyenzymeであるaspartateamino 
transferase (GOT)の精製と性質[Tanaka，et al.， 1990; Tanaka， etal.， 1992]，同酵素遺
伝子のクローニング・塩基配列の決定および同遺伝子の大腸菌内における発現
[Tanaka， et al.， 1993]，メタン菌のエネルギー代謝に必須の酵素F420・reducing
hydrogenaseの精製と性質[Tachibana，et al.， 1993]などの研究が行われた。
本論文研究では，メタン菌の脂質生合成において重要な役割を演ずる
prenyltransferase (GGPP synthase)の精製を行い，その諸性質を明らかにしたo ま
た， K+による活性化機構の解析を行い，メタン菌におけるprenyltransferaseおよび
それを通した興味深いK+の役割について考察したo さらに，高度好塩好アルカ
! リ性菌Natronobacteriumpharaonisのprenyltransferasesについても検討を加え，N.
pharaonisにはメタン菌において見いだされたGGPP synthaseの他に，新たな
prenyltransferaseであるfarnesylgeranyldiphosphate (FGPP) synthaseが存在すること
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も
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第1章 Methanobacteriumthermoformicicum SF-4の
gerany 1gerany 1 diphosphate synthaseの精製および性質
メタン菌の膜脂質は緒論で述べたように古細菌特有のものであり，イソプレノ
イドアルコ}ルとグリセロールとがエーテル結合したものである。このイソプレ
ノイドアルコールはこれまで報告されているトレーサー実験によって，真核生物
などですでによく知られている通常のイソプレノイド生合成経路によっているこ
とがわかっている。しかし，その個々の酵素反応やその酵素レベルでの制御機構
などの詳細なことは明らかでない。メタン菌にはGGPPを前駆体とする膜脂質の
ほかに， FPPを前駆体とするsqualeneおよび、hydrosqualenesが存在している。これ
ら前駆体はprenyltransferaseの触媒するイソプレノイド鎖伸長反応において生合成
される。このイソプレノイド鎖伸長段階にはGGPPsynthaseおよびFPPsynthaseと
いう 2つのprenyltransferasesが関与することが知られている。
メタン菌Methanobacteriumthermoformicicum SF-4より上記イソプレノイド鎖伸
長段階に関与するpreny ltran sferasesの精製を試みたところ，酵素蛋白としては
GGPP synthaseのみが存在することが確認された。本章においては，このGGPP
synthaseの精製およびその一般的な諸性質について述べる。また，本酵素のメタ
ン菌イソプレノイド生合成における役割について考察を加える。
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第1章 MethanobacteriumのGGPPsynthaseの精製と性質
第1節材料および方法
1.1.1. Methanobacterium thermoformicicum SF-4の培養
M. thermoformicicum SF-4は微生物化学研究室において分離された高温性メタン
菌である[Yamamoto，et al.， 1989]0本菌株はドイツの菌株保存機関であるDSMへ
供託きれ， DSM6457の番号が付けられている。本菌はH2+C02を基質とする
autotrop hicな生育が可能である。このほかにHCOOHを利用する，生育も可能で
ある。
Table 1・1.S medium composition. 
Substance 
胞もP04
~HP04 
NaCl 
(NH4)2S04 
MgS04・7Hp
CaCI2.2Hp 
nitrilo住iaceticacid 
MnS04.2HzU 
FeS04・7HzO
CoC~ 
ZnS04 
CuS04.5Hp 
AIK(S04)2 
~B03 
NazMo04・2HzO
NiC~ 
Naz W04.2H20 
biotin 
folic acid 
pyridoxine hydrochloride 
thiamine hydrochloride 
riboflavin 
DL-calcium pantothenate 
vitamin B12 
p-aminobenzoic acid 
Iipoic acid 
Concentration 
(per Iiter) 
0.21 g 
0.21 g 
0.43 g 
0.21 g 
13.4 mg 
16mg 
15mg 
5mg 
1 mg 
1 mg 
1 mg 
0.1 mg 
0.1 mg 
0.1 mg 
0.1 mg 
0.1 mg 
0.1 mg 
20μg 
20μg 
0.1 mg 
50μg 
50μg 
50μg 
1μg 
50μg 
50μg 
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本菌の培地としてS培地(Table1・1)を用いて，その他の有機物を含むもの，例え
ばyeastextractなどは用いなかった。基質としてH2+COi80:20)の混合ヵースを用い
たo 5-literジ、ヤーファーメンターに培地を3liters入れ 110・C.40分間のオートク
レーブをし，冷却後，還元斉!JH2S+ cystein (0.25 + 0.25 glliter)を添加し，完全に還
元状態になるのを待って，嫌気的に冷蔵保存していた菌体懸濁液(~ω=0.5)の 100
mlを嫌気的に植菌した。培養は同+C02(80:20)の混合ガスを60ml/min通気し，混
合ガスが十分溶け込むように激しく撹枠する(600叩m)ことによって嫌気的に行っ
た。 2・3日間の培養で十分に菌が生育(Aω，=0.5)した後，その大部分である2.5liters 
を集菌し，また，あらかじめ用意しておいた新しい培地2.5litersを供給し，培養
を続行した。この半回分の操作を毎日行って培養をお昼間から2カ月間程度続けた。
得られた菌体は約1gIli附 (2.5g/ day)であった。得られた菌体は50mM Tris buffer， 
pH 7.0に再懸濁し，実験に用いるまで・800Cに凍結保存した。
1.1ム pren y ltransferase活性測定法
1.1.2.1. 基質isopentenyldiphosphateおよびallylicdiphosphatesの化学合成
基質のIPPおよび、allylicdiphosphates (DMAPP， GPP， FPP， GGPP)はそれぞれ
isopentenol， dimethylallyl alcohol， geraniol， all-trans-farnesol， all-trans-geranylgeraniol 
からCornforthand PO凶紘(1968)の方法によって以下のように化学的にピロリン酸
化し，それを精製したものを用いた。
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1.1.2.1.1. di-triethylammonium phosphateの調製
20 gのH3P04(85%)を100mlのacetonitrileに溶解し，さらに41.3gのtriethylamine 
を添加した。同混合液をよく撹祥したのち室温にて一夜放置した。得られた針状
の結晶を濃過し，少量のacetonitrileで洗浄した。 di-triethylammoniumphosphateの
結晶はデシケーター中にて室温乾燥保存した。
1.1.2.1.2. allylic diphosphatesの調製
1 mmol isopentenolあるいはprenol(dimethylallylalcohol， geraniol， farnesolあるい
はgeranylgeraniol)を6mmol trichloroacetonitrileに溶解，スターラーにて撹祥しな
がら20mlのacetonitrileに溶解した2.4mmol di-triethylammonium phosphateを2-3時
間かけて少量ずつ加えた(室温)。さらに2-3時間から一夜撹祥を続けた。ついで，
100 mlのdiethyletherを加え，混合液を分液ロートに移した。 25-30 mlの0.1 N 
ammonia waterを用いて3回抽出した。抽出物を5仏1∞mlのdiethyletherで洗浄した。
次にロータリーエパポレーターを用いて濃縮した。濃縮物には各アルコールのモ
ノリン酸とピロリン酸の両方が含まれているが，この混合物を1・propanol/
ammonia waterl water (6:3:1)に溶解し，同溶媒にて平衡化されたシリカゲルカラム
(60X2.5 cm)で展開した。モノリン酸がまず溶出され，続いてピロリン酸が溶出
された。
1.1.2.1.3. TLCによる合成基質の検出
それぞれのモノリン酸およびピロリン酸を，シリカゲルTLCによって分離同定
-9 -
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した。 l-propanoVammonia waterl water (6:3:1)で展開し，モノリン酸およびピロリ
ン酸の検出はヨウ素蒸気あるいはDittmer試薬[D油田:r，etal.， 1964]によって行った。
モノリン酸はRr=0.5-0.6，ピロリン酸はRf=u.25・0.35の位置に検出され，ピロリン
酸(IPP，DMAPP. GPP. FPP， GGPP)のみを検出したフラクションをロータリーエパ
ポレーターを用いて濃縮し，大量のアセトンを加えることによって沈澱させ，乾
燥した。乾燥サンプルの重量を量り， Tris buffer. pH 8.01 ethanol (1: 1)に溶解し，
用いるまで-200Cにて保存した。
1.1.2.2. prenyltransferase活'性測定法
preny ltransferase活性は， ['4C]IPPの酸非耐性画分への取り込みによって測定し
た。 IPPは， [4-'4C]IPP(Du Pont-New England Nuclear， 2.2 GBq/mmol)を非放射性の
IPPで希釈し， 66，000 dpmll0 nmolに希釈調製して用いた。 standardassay mixture 
(白nalvolume=O.1 nu. 100μM IPP. 100μM allylic diphosphate， 800 mM KCl， 3 mM 
MgCI2， 75 mM Tris， pH 7.6)に適当な量の酵素を添加することによって反応を開始
した。反応は600C.5分間行い， 0.2 mlのHCVmethanol (1:4)混液を添加することに
よって反応を停止した。さらに600C，5 minのインキュベートを行い，生成した
prenyl diphosphateを完全に分解した。その後， 0.8 mlのligroinを添加混合，反応生
成物を抽出し，そのうちligroin層ω4niをシンチレーションカクテルに混合して，
放射能を測定した。
1.1.2ふ タンパク量の測定法
-10 -
-
第1章 M ethanobacteri umのGGPPsynthaseの精製と性質
タンパクの定量はBradfordの方法[Bradford，1977]により， bovine serum albumin 
をスタンダードとして行った。
1.1ふ粗酵素液の調製
1.l.l.において述べたように凍結保存しておいた菌体を溶解し， 'ょっ
て再度集めた菌体を最小限の溶離の50mM Tris buffer， pH 7.0に再度懸濁し，超音
波破砕を行った。この菌体破砕液を遠心分離(10，000Xg， 15 min)し，得られた上
清を粗酵素液とし，以下の実験に用いた。
1.1.4. アフィニテイ}クロマトカラムの作製
Jrenyltmnsferぉeの精製については，次節において詳述するが，これに先立つて，
アフィニティークロマトの作製について述べる。基本的な調製方法は， Bartlett et 
al. (1985)の方法によった。
3・aminopropylphosphonate (100 mg)を2mlの蒸留水 (9OC)に溶解し，それに0.5
mlのacetoneに溶解した0.1mlのethyltrifluorothiol acetateを30minかけて少量ずつ添
加した。反応は4oCで行い，適宜5N LiOHを添加して， pHを9.5に維持した。添
加終了後さらに20-30minののち， CF3COOHを添加して反応液のpHをpH5に調整
し， r濃縮乾固ー少量の蒸留水を加えるjの操作を5回繰り返し，残った反応試
薬を除去した。乾回したN-trifluoroacetyl3-aminopropyl phosphonateをデシケーター
-1 -
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中(KOHを入れた)で減圧乾燥した。完全に乾燥させた生成物， N-trifluoroacetyl 3-
aminopropyl phosphonateを2mlの無水dimethylformamideに溶解し，それに60mg 
1，1' -carbonyldiimidazoleを添加して作用させた。この反応は室温にて倒寺間デシケ}
ター中にて減圧・乾燥条件下で行ったo さらに2 mlの無水dimethylformamideに溶
解した7mmol famesyl monophosphate (Cf. 1.1.2.1.)のmonotributylammoniumsaltを添
加した。その後，反応液をCaS04にてよく乾燥させたデシケーター中(室温)に24
時間放置した。目的の物質P-(3・N-trifluoroacetyl-amino-l・propyl)ーO-farnesyl
phosphonophosphateはシリカゲルのフラッシュクロマトで精製し， 0.1 N KOHを
添加し， 20 oC， 5 hr撹持することによってtrifluoroacetyl部分を加水分解した。
TLCによって最終産物P-(3・M凶no-l-propyl)・0・f紅nesylphosphonophosphateの生成
を確認した。 28%ammonia waterを1%量含む40%CH3CN溶液で展開し，単一のス
ポット(Rr=O.62)を確認したO このスポットはニンヒドリンおよびDittmer試薬に対
し陽性であった。 (phosphona teはDittmer試薬に陰性なので，ニンヒドリンおよび
Dittmer試薬に両方陽性を示す化合物は，アミノ基およびリン酸基両方を含む
P-(3-amino-l・propyl)ー0-famesyl phosphonophosphateに限られてくる。)
P-(3-amino-l-propyl)-O・farnesylphosphonophosphateをethylene glycol/O.l M 
NaHC03 (1: 1)混液に溶解し， activated CH-Sepharose 4B (Pharmacia)に混合するこ
とによってカップリング反応を行った。以上の一連の操作によって， FPP analog-
coupled CH-Sepharose 4Bを得た(Fig.I・1)。
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1.1.5. prenyltransferaseの精製
1.1.5.1. PBE94カラムクロマトグラフイー
粗酵素液を，あらかじめ0.3M KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で平衡化され
たPBE94カラム(2.6x20cm)に吸着させ，さらに同bufferでよく洗浄した。 0.7 M 
KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で溶出を行い，限外鴻過によって濃縮した。
1.1.5.2. Phenyl-Sepharose CL-4Bカラムクロマトグラフイ}
酵素溶液に(NH4)2S04を1Mになるよう加え，遠心分離によって不溶成分は除い
た。あらかじめ1M (NH4)2S0 4を含む50mM Tris buffer， pH 7.0で平衡化された
Phenyl-Sepharose CL-4Bカラム(2.6x20cm)に，上清を吸着させ，同bufferでA280fi直
がほぼOになるまでよく洗浄した。溶出は1・oM (NHJ2S04の直線濃度減少勾配に
よって行った。 prenyltransferぉe活性は0.5M (NHJ2S04濃度付近で溶出した。
1.1.5.3. Celluloseカラムクロマトグラフィー
Phenyl-Sepharose CL-4Bカラムより溶出したprenyltransferase活'性画分にさらに
(NH4)2S04を加え2Mの濃度とした。あらかじめ2M (NH4)2S0 4を含む50mM Tris 
buffer， pH 7.0で平衡化されたCelluloseカラム(2.6x15cm)に吸着させ，同bufferでよ
く洗浄した。溶出は2・1.5M (NHJ2S04の直線濃度勾配によって行った。活性は，
1.6 M (NHJ2S04濃度付近で溶出した。得られた活性画分を限外濃過によって濃縮
した。
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1.1.5.4. Sephacryl S-300HRゲル鴻過カラムクロマトグラフイー
Celluloseカラムクロマトグラフィーにより精製され 濃縮された酵素溶液をあ
らかじめ0.15M KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で平衡化されたSephacrylS・
300HRカラム(2xl05cm)を用いてゲル滅過を行った。 溶出は0.15M KCIを含む50
mM Tris buffer， pH 7.0で行った。分子量マーカー(catalase，232 kDa; aldolase， 158 
kDa; bovine serum albumin， 68 kDa; ovalbumin， 44 kDa)によって， prenyltransferase活
性の溶出位置を検討したところ， 78 kDaに相当した。
1.1.5.5. アフイニティーカラムクロマトグラフィー
Sephacryl S-300HRゲル浦、過カラムクロマトグラフィーにより得られた活性画
分を濃縮し， 10 mM Tris， pH 7.6， 1 mM MgCl2 (Tris・Mgbuffer)に対し透析した。前
項において作成したFPPanalog-CH-Sepharose CL-4Bアフィニティーカラムに，透
析サンプルをゆっくり(5mνhr)吸着させた。 3mMKCαlを含むT‘rmi白s
したのち， 5 mM KCαlを含むTri臼s-Mg b加uf仔fe訂rで溶出した。以上精製された
p戸re叩n】ザy州ltransfi島eras関eはi濃農縮しι，冷蔵保存したO
1.1.6 prenyltransferase反応、のTLCによる生成物同定法
酵素反応を行ったのち，生成物を0.1M glycine， 1 mM ZnC12， 1 mM MgC~ ， pH 
10.4中でalkalinephosphatase (Sigma， 2-3 mgll∞μ1)で一夜処理し，生成したアルコー
ルをhexaneとよく混合し，抽出した。得られたアルコールを標準物質(geraniol，
-14-
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famesol， geranylgeraniol)とともに逆相TLC(HprenyltransferaseLCRP-8， Merck)， 
methanol/water (9: 1)で展開したo TLCプレートは乾燥の後，ヨウ素蒸気中に数分
間放置した。ヨウ素陽性スポットをそれぞれかきとり，それらgeraniol，farnesol， 
geranylgeraniolのそれぞれのスポットの放射能を測定したO
-15 -
• 
古細菌のprenyl凶 nsferasesとイソプレノイド生合成
第2節結果
1ふ1. 粗酵素液中のpreny ltransferase活性測定の結果
粗酵素液中のprenyltransferase活'性は， 100μM IPP + 100μM GPPを基質とした
とき， 2.31 nmol.min.1・mg-1，100μM IPP + 100μMFPPを基質としたとき， 0.888 
nmol.min-1.mg-1と真核生物のホモジナイズドされた上清のprenyltransferase活性に
匹敵するものであったo
1.2.2. prenyltransferaseの精製のまとめ
prenyltransferaseはFig.I
Sepha舵crηylS-30∞OHR， FPP-analog-CH・-Sepharoseカラムクロマトグラフィーによって
単一にまで精製された。精製の要約をTable1・2に示す。収支表中のGIFの比率に
も表れているようにアリル性の基質にGPPおよびFPPを用いた場合，両者の活性
は一貫して分離することなく精製された。以上の事実は，メタン菌M.
thermoformicicumでは，短鎖(C20以下)のprenyldiphosphateは単一のprenyltransferase 
によって生合成されていることを示している。また， FPPを基質として利用可能
であることから，この精製されたprenyltransferaseはGGPPsynthaseであることが
示唆された。詳細については後述する。
ー16-
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Table 1・2. Purification of GGPP Synthase from Methanobacterium thermoformicicum 
SF-4. 
Step 
Protein Specific activity Purification Yield 
(nmol min-'mg勺
(mg) IPP+GPP IPP+FPP (-fold) 
Crude extracts 
PBE94 
2185 
1224 
Phenyl-Sepharose CL・4B 133 
2.31 0.888 
2.49 0.999 
25.8 9.50 
Cellulose 21.6 67.1 24.1 
Sephacryl S-300HR 9.07 121 41.9 
Affinity chromatography 3.74 289 140.1 
1.2.3. GGPP synthaseの分子量
1.1 
10.7 
27.1 
47.2 
158 
(%) 
100 
63.0 
65.2 
26.8 
19.6 
10.1 
Activity 
ratIo 
GIF 
2.6 
2.5 
2.7 
2.8 
2.9 
2.1 
Sephacryl S・300HRのゲル浦、過(Cf.1.1.5.4.)において，分子量は78kDaであった。
また， Fig. 1・2に示すようにgradient-PAGEでは活性のある39kDaのバンドのみを
検出した。これらのことから，本酵素は39kDaのサブユニットのダイマーである
と結論した。
1.2.4. GGPP synthase反応生成物の同定
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基質として， 200μM IPPと40μMallylic diphosphate (DMAPP， GPP， FPP)を用い
たときそれぞれの生成物はFig.1-3のようになった。いずれの場合もGGPPを生成
した。このことから，メタン菌M. thermoformicicumの精製prenyltransferaseは
GGPP synthaseであることがわかったo しかし， DMAPPおよびGPPをアリル性基
質として用いたとき，反応中間産物であるGPPおよびFPPをかなりの量反応液中
に蓄積していた。他起源のprenyltransferasesはその反応液中には中間産物を蓄積
しないが，メタン菌のGGPPsynthase は中間産物を蓄積する特徴を有するという
ことがこの実験からわかった。この特徴については後述する。
1.2.5. 酵素活性におよぼす反応温度の影響
M. thermoformicicum'ま600Cで生育する高温性メタン菌であり，その酵素は少な
くとも600C以上の温度を作用最適温度に持ち，また600C以上の温度に対し耐熱性
をもっと考えられる。酵素活性へおよぼす温度の影響について調べた。その結果，
Fig.1・4のようになり， 650Cにおいて最大活性が得られた。また， 720Cでも650Cで
の最大活性に比べ， 80%以上の活性が認められた。現在までのところ，
pren y ltrans ferasesの研究がステロイド生合成のような活発なイソプレノイド生合
成をする生物(それらは大部分真核生物であり，当然中温性である)を材料として
行われてきたので，高い耐熱性のprenyltransferaseはほとんどえられていない。わ
ずかにBacillusstearothermophilusのFPPsynthase (Escherichia coliによる組み換え体
[Koyama， etal.， 1993])だけである。 M.thermoformicicumのGGPPsynthaseはこれま
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で得られているpreny ltran sferasesの中で最も好高温性のprenyltransferaseであるこ
とがわかった。
M.的ermoformicicumのGGPPsynthase反応の活性化エネルギーを計算するために
アレーニウスのプロットを行った(Fig.1-5)。得られたグラフの傾きから活性化エ
ネルギーが計算できる。その結果，活性化エネルギーは32.03kJ .mol-1と計算され
た。
耐熱性については，K+の影響との関係から，第2章において述べる。
1.2.6. 酵素活性と作用最適pH
GGPP synthaseの作用最適pHを検討した。リン酸bufferは本酵素反応を弱く阻害
するため， Tris bufferのみを用いて， pH 7からpH8.5の範囲で活性測定を行った。
その結果， pH 8.2付近で最も高い活性が得られた(Fig.1・6)0pH 7では， pH 8.2で
得られた活性の100とすると，相対的に50%の活性となった。
1.2.7. 種々化合物のGGPPsynth出e活性におよぼす
種々化合物のGGPPsynthase活性に対する について調べた。 50 mM Tris 
buffer (pH 7.6)中で酵素を種々化合物と混合させ， 3rc， 1時間インキュペートし，
その後， 80μlの問actionmixtureを添加しGGPPsynthase活性を測定した。結果を
Table 1・3に示す。まず，反応生成物であるピロリン酸(PP)およびGGPPは強力に
‘・
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活性を阻害した。 PCMB(p-chloromercuribenzoate)も活性を阻害した。しかし， s-
mercaptoethanolを加えたときはもちろん， 0.8 M KCIおよびNaCIの共存下ではそ
の阻害効果は抑制された。 Triton X・100はしばしばprenyltransferase活性を増大さ
せるが，本酵素にはそれほど効果的でなかった。イオン性の界面活性剤SDSは活
性をほぼ完全に阻害した。
Table 1-3. Effects of Various Chemicals on the Activity of GGPP Synthase of 
Methanobacterium thermoformicicum SF-4. 
lncubation with Concentration (mM) Activity (%) 
None • 100 
Pyrophosphate 1.0 92.6 
10.0 3.3 
GGPP 1.0 23.7 
PCMB 1.0 10.2 
PCMB+KCl 1.0+800 72.0 
PCMB+NaCI 1.0+800 56.6 
PCMB+s-Mercaptoethanol 1.0+5.0 100.4 
0・Mercaptoethanol 5.0 107.5 
SpeITnidine 1.0 102.3 
Putrescine 1.0 100.2 
Choline 1.0 98.7 
SDS 1.0% 3.3 
Triton X -1()() ー・ ー..・- 1.0% ~ .. - 108.9 -. .  . 
-20-
第1章 MethanobacteriumのGGPPsynthaseの精製と性質
第3節 GGPP synthase反応機構の解析
1ふ1. 基質濃度の
M. thermoformicicumのGGPPsynthaseの反応機構を解析した。アリル性基質と
してはFPPを用いた。 IPPおよびFPPをそれぞれ5-40 μMの濃度で反応、に使用し
た。 FPP濃度を5-40μM，IPP濃度を5-40μMとそれぞれ変化させて反応しその結
果を両逆数プロットで表わした結果，どちらもnoncompetitivetypeとなった(Fig.1-
7)。この結果， GGPP synthase反応、はピンポン型の反応機作ではなく， sequential 
型の反応機作であると思われた。
1.3.2. 生成物PPjの
さらにGGPPsynthase反応、がordered型かrandom型かを検討するため，生成物で
あるppiを添加した場合の反応に現われる阻害型式について検討した。 ppiを添加
したときは， Fig. 1-8のようにIPPおよびFPPの濃度をそれぞれ固定・変化させたど
ちらの場合もnoncompetitivetypeの阻害を示した。
1ふ3. 生成物GGPPの影響
また，一方の生成物であるGGPPを添加したときの影響についても検討した。
GGPPを添加したとき， FPPに対してcompetitivetype， IPPに対してnoncompetitive
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1ふ4. apparent Km値および真のKs'Km' Vmax 
IPPを40μMに固定したときのそれぞれのalylicdiphosphatesに対するapparentKm_ 
をFigs_1-7， 1-10・1から計算した。その結果， DMAPP= 16_8μM， GPP=I2.6μM， 
FPP=14.7μMと計算された。また， FPPを40μMに固定したときのIPPのapparent
Kmは30.8μMであった。 Fig.1-7からFPPおよびIPPに関する真のκ，Km' Vmaxを下の
式1を用いて計算したところ，それぞれ，KsFP戸7.8μM，KmFPp=28.0μM， Kmlp=51.4， 
Vmax=437.9 nmol・min-l.mg-
1と計算された。
v [A][B] 
(1) 
Vmax KsJ(mB + KmB[A] + KmA[B] + [A][B] 
いずれの基質(lPP，DMAPP， GPP， FPP)に対しでも200-400μM以上の濃度では典型
的な基質阻害を示したo
1ふ5. 中間産物の蓄積
1.2.4.においてすでに述べたようにM.thermoformicicumのGGPPsynthase は中間
産物を蓄積する。この中間産物の蓄積についてさらに詳しく条件を検討した。 40
μMIPPとl∞凶1GPPを基質としてωOC，5分間の反応後， 1.2.4.で述べた方法によっ
て分離されたfarnesol，geranylgeraniolの放射能を測定した。そのとき， farnesol: 
geranylgeran iolの放射能の比(F/GG)は1.18となった。続いて以下の4つの条件を設
定しF/GGの比を検討した。基質阻害を示す高濃度の条件，すなわちGPPを800
μMとしたとき，生成物阻害を示す条件，すなわちGGPPを2∞凶4添加したとき，
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反応液からKClを除いたとき， KClのかわりにNaClを添加したときの4つの反応条
件によって，F/GG(最終生成物と中間産物の比)がどう変化するかを検討した
(Table. 1-4)。
Table. 1-4. Enzyme Reaction Products in Various Conditions. 
Condition 
Control 
Substrate inhibition 
Product inhibition 
Without KCl 
0.8 M NaCl 
Radioactivity (dpm) 
Famesol 
6591 
5741 
5412 
1141 
2680 
Geranylgeraniol 
5574 
2112 
2440 
549 
1112 
Ratio 
F/GG 
1.18 
2.72 
2.22 
2.08 
2.41 
F/GGはそれぞれ， 2.72， 2.22， 2.08， 2.41となった。これら4条件はいづれも活性を
限害する条件であり，これら条件ではより長い鎖長の生成は抑制されることが示
された。すなわち，ある条件下では中間産物の蓄積が大いに左右されることが明
らかとなったO
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第4節 メタン菌のGGPPsynthaseの特性についての考
然
ノJ、
1.4.1. メタン菌の粗酵素液中のprenyltransferase活性について
メタン菌のprenyltransferase活'性は非常に高いものであり，その値は真性細菌の
それの数十倍から数百倍であった。また ステロイドを活発に合成している真核
生物の細胞(動物肝臓および酵母)のそれとほぼ同等のものであった(Table 1-5)0 
prenyltransferase活性から見て，メタン菌のイソプレノイド生合成は非常に活発で
あり，真核生物のそれと同等であると思われた。
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Table 1-5. Prenyltransferase Activities of Various Organisms. 
Organism Prenyltransferase activity8 
(pmol・min-t.mg-t)
Archaea 
Methanobacterium 
thermoformicicum SF-4 
Bacteria 
Bacil/us subtilis 
Escherichia coli JMI09 
Eucaη'a 
Avian liver 
Pig liver 
Human liver 
Saccaromyces cerevisiae 
2，310 
9.6 
5.45 
35 
1，800 
3，000 
500 
4，900 
a Assay using IPP and GPP as substrates. 
Refe陀nce(s)
This work 
Takahashi & Ogura， 1981 
F吋isaki，et al.， 1990; 
Koyama， etal.， 1993 
Reed & Rilling， 1975 
Yeh & Rilling， 1977 
B紅nard& PO凶ak:， 1975 
Anderson， etal.， 1989 
1.4.2. Methanobacterium thermoformicicumのprenyltransferaseについて
すでに述べてきたように，M. thermoformicicumのprenyltransferaseを精製したと
ころ， GGPP synthaseだけが存在することがわかったo特に， FPP synthaseはM.
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thermoformicicumには認められなかったO
すでに同菌から精製された膜にゆるく結合している酵素であるF420・reducing
hydrogeaseが疎水クロマトであるPhenyl-SepharoseCL-4Bカラムに強く結合し，そ
の溶離に25%dimethyl sulfoxideなどの溶媒が必要であった[Tachibana，et al.， 1993] 
が，それに対ーしてGGPPsynthaseはPhenyl司SepharoseCL-4Bカラムにかなり弱くし
か結合しなかったことから，膜蛋白ではないと思われた。
1.4.3. GGPP synthaseの分子量およびサプユニット構造について
M. thermoformicicumのGGPPsynthぉeは39kDaのダイマーであった。これまで報
告されている他起源のGGPPsynthaseを含むprenyltransferasesは同様の大きさ(30-
45 kDa)のサブユニットのダイマーであることが普通である(Table 1・6)0M. 
thermoformicicumのGGPP synthaseもこれらprenyltransferasesファミリーに属するも
のと思われる。
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TABLEI・6. Molecular Mass and Structures of Various Prenyltransferases企omVarious Sources. 
Prenyltransferase" 
Archaea 
Methanobacterium themlOfomlicicum GGPPS 
Methanobacterium themlOautotrophicum GGPPS 
Eucarya 
Capsicum annuum GGPPS 
Phycomyces blakesleanus GGPPS 
Neurospora crassa GGPPS 
Human Iiver FPPS 
Human FPPS 
Pig Iiver FPPS 
Rat Iiver FPPS 
A vian Iiver FPPS 
Saccharomyces cerevisiae FPPS 
Saccharom)'ces cerevisiae FPPS 
Lithospemlum erythrorhizon GPPS 
Bacteria 
Erwinia herbicola GGPPS 
Bacillus subtilis GGPPS 
Micrococcus luteus GGPPS 
Baci/lus subtilis FPPS 
Baci/lus stearothermophilus FPPS 
Escherichia coli FPPS 
Baci/lus subtilis UndPPS 
Micrococcus luteus UndPPS 
Micrococcus luteus SolPPS 
Mass 
78000 
79000 
74000 
60000 
47876X2b 
74000 
40520X2b 
80000 
39615 X 2b 
86000 
84000 
40483X2b 
73000 
33000X2b 
85000 
70000 
67000 
32309X2b 
32158X2b 
57000 
48000 
68000 
Structure Reference(s) 
dimer 
dimer 
dimer 
dimer 
dimer 
dimer 
dimer 
dimer 
ワ
This work 
Chen & Poulter， 1993 
Dogbo&C創nara，1987 
Brinkhaus & Rilling， 1988 
Carattoli， etal.， 1991 
Barnard & PO副ak，1981 
Misawa， etal.， 1990 
Yeh & RilIing， 1977 
Clarke， etal.， 1987 
Reed & Rilling， 1975 
Eberhardt & Rilling， 1975 
Anderson， etal.， 1989 
Heide & Berger， 1989 
Armstrong， etal.， 1990 
Math， etal.， 1992 
? Takahashi & Ogura， 1982 
? Sagarni & Ogura， 1981 
dimer Takahashi & Ogura， 1981 
Koyama， etal.， 1993 
Fujisaki， etal.， 1990 
? Takahashi & Ogura， 1982 
? Baba & Allen， 1980 
dimer Ohnuma， etal.， 1991 
• GGPPS， GGPP synthase; FPPS， FPP synthase; GPPS， geranyl diphosphaωsyn血ase;UndPPS， 
undecaprenyl diphosphate syn出ase;SoIPPS， solanesyl diphosphate synthase. 
b Detemuned by molecular cloning. 
1.4.4. GGPP synthaseの反応機構について
1.3.1.・1.3.4.の結果をTable1-7にまとめた。これらの結果から， GGPP synthase反
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応はFPPを第1基質とし， IPPを第2基質とする典型的なordered-sequentialBi Biであ
ることがわかった。他のprenyltransferase反応、も同様であることがわかっており
[L鎚kovics，et al.， 1979; Barnard & PO凶ak，1981]，メタン菌のGGPPsynthaseも同様
のordered-sequentia1Bi Bi型作用機構に基づいて作用していることがわかった。
Table 1-7. Reciprocal Plot Patterns for GGPP Synthase. 
Variable 
Fixed 
IPP FPP 
IPP 
FPP 
PPi 
GGPP 
• noncompetltlve 
?????????????????? ???? ?
??
? ?
?? ???? ?
? 」
?? -
?? ?
， ， 、
? ??
?
、
?
? ? ?
?
?
?
?
?
?
?
??
1.4.5. Kmfi直に関する考察
1.4.5.1. メタン菌GGPPsynthaseに関する考察
1.3.4.の結果より，メタン菌GGPPsynthase は真核生物のprenyltransferases(主と
してFPPsynthases)のKmf直と比較して， 10倍程度高いことがわかった。メタン菌
および真核生物は，イソプレノイド生合成が活発であるが，その
-28-
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preny ltransferasesのKJ直に関しては両者はかなり異なっていた。このことは両者
の問で異なる制御機構が存在することを示しているのかもしれない。また，中間
産物の蓄積が見られるのはKm値が比較的高いことに起因する可能性もある。す
くなくとも， prenyltransferasesの基質であるIPPおよびallylicdiphosphatesの細胞内
の濃度がメタン菌の場合，真核生物のそれに対して10倍程度高いと思われる。
1.4.5ふ メタン菌IPPisomeraseに関する考察
IPPのKm値がFPPをはじめとするallylicdiphosphateのKm1i直に比べ，2倍程度大き
いことはおそらくメタン菌菌体内のそれぞれの濃度の比を反映しているものと考
えられる。すなわち， mevalonic acidから種々の反応を経て合成されるIPPとIPP
isomeraseによってIPPから生成するDMAPPの比がおおよそ2:1となっているもの
と思われる。現在のところメタン菌のIPPisomeraseの報告はないが，今まで報告
されている他起源のIPPisomeraseについてはIPPとDMAPPの比を最終的におおよ
そ1:1にすることがわかっている。メタン菌の場合，このIPP isomeraseのIPPと
DMAPPの比が2:1になっているか，あるいはIPPisomeraseがIPPからDMAPPを合
成する速度以上に，すなわちIPPisomeraseによってIPPとDMAPPとの聞に平衡が
成立するまでにmevalonicacidからのIPP生合成が行われているかのどちらかであ
ると推察される。
1.4.6. 中間産物の蓄積についての考察
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1.3.5.の結果から，条件によって，中間産物FPPの蓄 と最終産物GGPPの生
成量との比が変化することが明らかとなった。 p戸ren
IPPのj濃農度によつて変化するという報告がある[Oh加mu叩Jma，etαal.， 1992勾]。このため，
メタン菌GGPPsynthaseが中間産物を蓄積する特徴を有していると明確にいえる
ためには，高いIPPの濃度(allylicdiphosphate濃度は低い方がよい)において中間産
物が蓄積することを確認する必要がある。 1.2.4.の条件，すなわち2∞μMIPPと40
μM allylic diphosphate (DMAPP， GPP， FPP)を用いた条件はこの問題をクリアして
いる。すなわち，メタン菌GGPPsynthase は中間産物を蓄積することが明らかと
なった。言い換えるとと，メタン菌GGPPsynthase反応、は"stepwise"的であり，他
起源のprenyltransferases反応、の中間産物を蓄積しない"consecutive"的な反応、とは明
らかに異なっている(Fig.I・12)。
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第1章の要約 メタン菌におけるgeranylgeranyl
diphosphate synthaseとイソプレノイド生合成
本章において述べてきたように，メタン菌M.thermoformicicumにはC20より短鎖
のprenyldiphosphateを生合成するprenyltransferaseは一種しか存在せず，また，そ
れはGGPPsynthaseであることが明らかになった。真正細菌・真核生物を問わず，
通常は活性の強いFPPsynthaseとそれよりも弱い活性のGGPP synthaseの2種類が
存在している。古細菌であるメタン菌M.thermoformicicumにはFPPsynthaseが存
在せず，イソプレノイド鎖伸長の初期段階において関与するprenyltransferaseは，
GGPP synthaseのみと考えられた(Fig.1-13)。通常， FPP synthaseはsterolsあるいは
さらに長鎖のprenyldiphosphates(最終的にはubiqunoneの側鎖， sug紅 carrierlipidsな
どになる)を合成するための基質を供給するという役割を果している。それに対
して， GG PP synthase はditerpenes，carotenoidsあるいはプレニル化(ゲラニルゲラニ
ル化)タンパク質[Epstein，et al.， 1991]の前駆体供給のため存在している。
メタン菌には， GGPPを前駆体として必要とする膜脂質(現在のところ，ジエー
テル型脂質[Zhang& Poulter， 1993]に限られているが，テトラエーテル型脂質もそ
うである可能性がある[Koga，et al.， 1993; Nishihara， etal.， 1989])とFPPが前駆体で
あるsqualeneが存在することが知られている。また，ゲラニルゲラニル化タンパ
ク質も検出されている[Epstein，et al.， 1991]。しかし，メタン菌にはmonoterpenes
の存在は知られていない。これらのことと得られた結果とをあわせて考えると，
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メタン菌のGGPP synthaseは"stepwise"な反応、を行い，最終産物であるGGPPのほ
かに中間産物であるFPPを蓄積し，それらGGPPおよびFPPはそれぞれ膜脂質およ
び、squaleneの前駆体となっているものと考えられる。真正細菌および真核生物の
FPP synthaseおよびGGPPsynthaseの行っている役割を，メタン菌GGPPsynthase は
両方とも担っているといえる。ごく最近M. thermoautotrophicumからもGGPP
synthaseが精製されたが，この酵素もM.thermoformicicumの酵素と同様に中間産
物を蓄積する[Chen& Poulter， 1993]。この酵素を精製したChen& Poulterは
"FPP/GGPP synthase"と称、し， "bifunctional"といっている。 Chen& Poulterも考察し
ているように，メタン菌のイソプレノイド生合成は他の生物とは異なっている特
筆すべき特徴がある。またM.thermoformicicumのGGPPsynthωeは種々条件によっ
て，中間産物蓄積の割合が変化することから， GGPPおよびFPPの生成量の調整
(regulation)をも行っている可能性がある。 CsからC20までの鎖伸長過程における
preny ltransferase，はGGPP synthaseだ、けであることとあわせて考えると，メタン菌
におけるイソプレノイド生合成にGGPPsynthase単独で重要な役割を担っている
と結論される。
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第2章 メタン菌の精製GGPPsynthaseのK+による活性
化機構の解析
本章では，第1章において精製され，一般的な性質の明らかとなったGGPP
synthaseについて，その特徴ある諸性質をさらに詳しく検討した。メタン菌のい
くつかの酵素はKCIなどの塩によって活性化されることがわかっている[Breitung，
et al.， 1992]0 M. thermoformicicum SF-4のF420・reducinghydrogenaseの場合， 0.8 M 
KCIの添加で約1.3倍に活性が増大した[Tachibana，et al.， 1993]。また，分岐アミノ
酸アミノトランスフエラーゼにおいてもほぼ同様の活性増大が見られる
[Yamamoto， 1990]。これらの性質は，メタン菌菌体内のK+濃度が0.8M程度であ
ること[Sprott& Jarrell， 1981]に起因すると考えられる。また，他のメタン菌の酵
素においても塩によって活性化・熱安定化されることが報告されている[Hensel& 
Kりnig，1988; Breitung， etal.， 1992]。これらのことから，メタン菌GGPPsynthaseに
おいても KCl(K+)の添加効果を検討したところ，活性を増大させ，また熱安定化
させることがわかった。さらにその活性化の機構について解析を行った。それら
について以下詳述する。
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第1節解析方法
培養， prenyltransferase活性測定法，酵素の精製法，精製物の同定法などは第l
章第l節方法に準じて行った。
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第2章 Kによる活性化機構の解析
第2節結果
2ふ1. KCIのGGPPsynthaseの熱安定'性に対する影響
M. thermoformicicumlま600Cで最もよく生育するメタン菌である。当然t M. 
thermoformicicumの酵素は600Cにおいても安定であることが期待される。
各温度で， pH 7.5に調節した酵素を30分間処理した後，残存活性を測定した
(Fig. 11-1)0 500Cまでは全く安定であったが， 600Cでは活性はほぼ半分に減少し，
720Cでは完全に失活した。本章の導入の項で述べたように，いくつかの酵素は塩
の存在によって安定化されることが知られているので，熱処理溶液にKCIを0.8M
および3.0M共存させ 各温度で30分間処理したあと，残存活性を測定した。熱
安定性はKCI共存によって， KCl非共存下に比べはるかに向上した。 0.8Mでは，
650Cまで全く安定であり， 50%の残存活性を与える温度は700C付近となり，非共
存下に比べ約10aC上昇した。 3.2Mでは，さらに安定化され700Cを越えても全く
安定であった。この効果はIPP+FPP，IPP+GPPのどちらを基質にしても全く同じ
結果が得られた。
2.2.2. KCIのGGPPsynthase活性への影響
KCIの酵素活性への影響を調べた(Fig.11-2)。酵素反応溶液にKCIおよびNaCIを
それぞれ0・3.0Mの濃度で加えたものを60oC，5分間の反応、させ活性測定を行った。
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0.2-2.3 MのKCIを添加したとき最も高い活性が得られ，その値は無添加時の約10
倍であった。 3.0M添加時ではG・0.05M添加時とほぼ同等の活性にとどまった。
NaCIの添加では0.4Mの添加時に無添加時の約2倍になったのを最高に，それ以上
の濃度では緩やかに活性は減少した。これらの結果は， IPP+FPP， IPP+GPPのど
ちらを基質として用いても示されることから， GG PP synthase反応の3つのステッ
プのうち特定のステップを活性化するのでなく，どのステップにおいてもこの効
果があることがわかった。また，前節の熱安定性においても同様の結果が得られ
ており， KCIの効果はGGPPsynthase反応全体に有効であると考えられる。
2ム3. KClのGGPPsynthase反応中間産物蓄積への
中間産物の蓄積についてはすでに1.3.5.において述べたとおりであるが， KCIの
存在効果という点からあらためて考える。対照として示したものは0.8M KCIの
存在下のものであり，そこからKClを除くと全体の活性が低下するばかりでなく，
F/GGの比率も大きくなり(1.18→2.08)，この結果は， より長鎖の生成物生成への
反応が阻害されていることを示しているものと考えられる。 0.8M NaCIに置き換
えた場合も同様の結果を得た。
2ム4. 一価陽イオンの活性への影響
K+によって活性化される酵素はpyruvatekinaseなどいくつか知られているが，
-36-
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その多くはRV， NH4+などの一価陽イオンによっても活性化される。そこでこの
GGPP synthaseにおいても，種々の一価陽イオンの添加効果を調べた。Li+，Nが，K+， 
Rb+， Cs+， NH六塩化物の塩を使用)をそれぞれ低濃度(0，05M)，高濃度(0.4M)の濃度
で活性に与える影響を調べた(Table11-1)。低濃度ではどのイオンも活性を増大さ
せた。特に， NH4+は13倍以上活性を増大させたO それに対して，高濃度ではLi¥
Cs+は活性を阻害し 他のイオンもあまり効果がなく，低濃度に比べ活性は減少
した。それらの中で， K+だけが高濃度でも活性を 12倍近くに増大させた。高濃
度における一価の陽イオンの促進効果がK+に限られるということを示している。
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Table 1-1. Effects of Monovalent Cations at 0.05 and 0.4 M on GGPP Synthase Activity. 
Cationa 
Li+ 
Na+ 
K+ 
Rb+ 
Cs+ 
NHJ 
a Chloride salts were used. 
0.05 M 
132.8 
113.2 
373.1 
182.5 
143.3 
1，352.1 
Activityb (%) 
b The activity without salt w部 takenas 100%. 
O.4M 
28.4 
155.7 
1，186.4 
148.8 
61.7 
187.9 
2ふ5. 種々K+イオン濃度におけるGGPPsynthaseの反応、機構の解析
K+の活性化効果が明らかになったが，この活性化の機構を解明するため種々
K+イオン濃度において，基質濃度を変化させる酵素反応速度論的解析を行った
(Fig. 1・3)0K+イオン濃度は0，0.05， 0.1， 0.8 Mとし，基質濃度等の条件は第1章第1
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節方法に準じて行った。その結果， FPP濃度を変化させた場合の両逆数プロット
のグラフは平行線を与え，つまりuncompetitive typeであった。それに対して，
IPP濃度を変化させた場合の両逆数プロットのグラフはY軸で交わり，つまり
competitive typeであった。
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第3節考察
2.3.1. K+によるGGPPsynthase反応、に対する影響
本章において示してきたように，比較的高濃度のKCl(K勺の影響によって，メ
タン菌GGPP synthaseは熱に対し安定化され，かつ著しく活性化されることがわ
かった。また，その比較的高濃度における効果は他の一価の陽イオンと比較した
場合， K+に特に認められた。これらのことは，おそらくMethanobacterium(Sprott 
& Jarrell， 1981]および'Methanothermus[Hensel & Konig， 1988]などのメタン菌がそ
の菌体内にK+を0.4・1.2M程度蓄積していることに由来するものと思われる。メタ
ン菌GGPP synthaseは高濃度のK+の環境に"適応"しているといえるだろう。
また， KClによって中間産物の蓄積の割合が小さくなるということは，興味深
いことであるが， KClが直接中間産物の蓄積を抑える効果があるかどうかについ
てはさらに慎重に検討する必要がある。例えば，ひとつの考え方として，この
GGPP synthaseは他起源のものと異なって， "stepwise"であることから， KCIは単
に活性を促進し，すなわちIPP+GPPを基質としたとき第1のステップの産物であ
るFPPを再度基質として利用する速度がKCIによって大きくなるということかも
しれない。
2ふ2. K+による活性化機構の考察
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FPP濃度を変化させた場合の両逆数プロットのグラフはuncompetitivetypeであ
り，それに対して， IPP濃度を変化させた場合の両逆数プロットのグラフは
competitive typeであった(Fig.I・3)。このようなことはprenyltransferasesに関しては
報告されておらず，興味深いものであった。ただし，これまでにこれに似たこと
はBacillus subtilisのprenyltransferasesで報告がある。ひとつはB. subtilisの
undecaprenyl diphosphate synthaseであり，この酵素は20mMおよび 40mM K+で活
性化され，基質であるFPPに対してnoncompetitiveのグラフを与える[Takahashi，et 
al.， 1982]。また，同じくB.subtilisのFPPsynthaseもGPPに対して， 1 mMおよび5
mMNH4+によってnoncompetitiveのグラフを与える[Tak油ぉhi，etaL， 1981]。しかし，
IPP濃度の効果は報告されておらず，与えるグラフもメタン菌のそれとは異なり，
かつ効果のあるイオン濃度もメタン菌のものと比べ低濃度である。従って，B. 
subtilisのprenyltransferasesのイオンによる活性化機構はメタン菌のものとは異な
るものと推察される。
1.4.4.に述べたようにFPPはGGPPsynthase反応、の第1基質であり， IPPは第2基質
である。第1基質Aと酵素の複合体EAだけに対し結合し， "dead-end complex"であ
るEAIを形成する阻害斉IJ1が存在するとき その阻害剤Iは第1基質に対し
uncompetitiveな阻害，第2基質に対lcompetitiveな阻害を引き起こす。 K+は阻害剤
ではなく促進剤であるが， K+の除去を阻害効果と見なして考えるとK+の除去は
前述の阻害剤に相当する。従って，これらのことからScheme1-1が得られる。
このScheme1・1によると， K+はEK+A complexからのみ遊離可能であり， EA 
complex はdead-endcomplexであるということになってしまう。これらは実際的で
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ないと考えられる。この2つのことを説明するためにさらに下のようなScheme1・
2を考案した。
このScheme11-2では， K+の存在するときGGPPsynthase反応、は， K+の関与する
反応(太い矢印で表されている)を通って進む。 K+の関与しない反応(小さい矢印
で表されている)は，事実上進行しない。すなわち，
E+A→EA 
EA+B→EAB 
のふたつの反応はGGPPsynthase反応全体にはほとんど影響を与えず，事実上な
いに等しい。以上の考察から上述の条件では， Scheme 1・2はSchemeI・1と同じに
なり，非常にうまく説明できる。 K+はいわゆる"modifier"であり， GGPP synthase 
反応のK+の関与する個々の素反応を促進し，よってGGPPsynthase反応全体を促
進する。 K+の存在下では， EA complexは"
がわかる。 K+の濃度が高くなると，
EA+K+→EK+A 
上のdead-endcomplex"であること
の反応が右辺に傾き， GGPP synthase反応、が全体としてより進行する。逆に， K+ 
濃度が低くなると，左辺に傾き，"事実上のdead-endcomplex"であるEAcomplex 
の割合が増加し，すなわちGGPPsynthase反応が全体として阻害される。
2ふ3. K+による第2基質IPPの酵素への結合促進
前項に述べたように， K+は"modifier"として作用している。 GGPPsynthase反応、
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のK+の関与する個々の素反応を促進することが明らかとなった。 K+の存在下で，
基質濃度が低い場合を考えてみる。 FPPが5μMのとき(IPP濃度は40μMに固定)，
K+濃度をOMから0.8Mに増加させると，活性は4倍に増大する。また， IPPが5凶4
のとき(FPP濃度は40μMに固定)， K+濃度をOMから0.8Mに増加させると，活性
は29.5倍にも増大する。 K+の効果はFPPの酵素への結合よりIPPの酵素への結合を
特に促進するものと思われる。 K+の非存在下ではIPPのapparentKmは約500μMで
あり，ここに0.8M K+を添加すると， IPPのapparentKmは30.8μMに激減する。こ
のことは， K+が基質，特にIPPの酵素への結合を著しく促進していることを示し
ている。 Mg2+濃度の変化によって， preny ltransferaseのproductsの鎖長が変化する
ということが知られているF吋i，et al.， 1980; Eggens， etal.， 1983; Crick & Rip， 1989; 
Matsuoka， etal.， 1991]。これについて， Ohnuma et al. (1992)によってIPPの実効濃
度(IPP-Mgcomplexの濃度)が高くなると鎖長が長くなる，つまり連続的な反応が
促進されることが報告されている。 K+がIPPの酵素への結合を促進するとすれば，
言い換えるとIPPの実効濃度を高くすると，メタン菌GGPPsynthaseの、tepwise"な
反応をやや"consecutive"にするかもしれない(Cf.1.4.6ふ少なくとも， IPPの実効
濃度を上げ，それにともなって活性を増加させているといえるだろう。
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第2章の要約 K+のメタン菌菌体内における役割
本章において述べてきたように.K+は種々色々な作用をGGPPsynthaseに対し
て行う。メタン菌GGPPsynthaseは高濃度のK+の環境に"適応"しているようにも
見える。メタン菌Methanobacteirum菌体内には0.4-0.8 M K+が蓄積されている
(Sprott & Jarrell， 1981]。また.GGPP synthaseはメタン菌膜脂質およびスクワレン
の両方にその前駆体を供給するという 2役を担っており，さらにその制御
"肥gulation"をも行っているかもしれないということについてはすでにふれた。こ
れらを総合的に考えると .Methanobacterium菌体内に存在する高濃度のK+は
GGPP synthaseの熱安定'性を高めるばかりでなく.IPPの酵素への結合を促進する
などの機構によって本酵素を活性化し，それらによって，メタン菌膜脂質の生合
成に重要な役割を演じているものといえる。
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第3章 高度好塩好アルカリ性古細菌Natronobacterium
pharaonisのprenyltransferasesの精製および特異性
において，メタン菌のprenyltransferase(GGPPsynthase)につい
て精製を行い，諸性質を明らかにし，さらにその中でも興味深いK+による活性
化機構を解析した。それらの結果は，メタン菌のGGPPsynthaseが他の真核生物
および真正細菌のprenyltransferasesとは異なる，新しい特徴を有していることを
示したO すなわち， FPPを"specific"に供給するFPPsynthaseが存在せず，その役割
をGGPPsynthaseが担い，と同時に本来の最終産物であるGGPPを供給するという
役割とあわせて2役を担っていることが明らかとなった。ほとんどの古細菌は
GGPPを前駆体とする膜脂質を有しており，かつFPPを前駆体とするsqualeneをも
菌体の中性脂質として有している。メタン菌で明らかとなった性質が，ひろく古
細菌全般に及ぶのかどうかということは興味あるところである。 Sulfolobus~こお
けるprenyltransferasesの研究はすでに行われており， GGPP synthaseの存在も報告
されている[Suzuki，et al.， 1993]0 SulfolobusにおいてもGGPPを前駆体とする脂質
合成が行われていることはほぼ間違いのないところであろう [Yamahara，et al.， 
1993]。また，高度好塩菌であるHalobacteriumhalobiumにおいてもメタン菌と同
様のGGPPを前駆体とする脂質生合成系が存在することが報告された[Zhang & 
Poulter， 1993]。おそらく，他の古細菌においても同様にGGPPがGGPPsynthaseに
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よって合成されていると思われる。それらGGPPsynthaseの性質が近いうちに明
らかとなるであろう。
ところで古細菌には， C抑 C20ジエーテル型脂質およびそれらを前駆体とすると
思われるテトラエーテル型脂質以外に，生合成系を考えるうえで特異な脂質を持
つ一群がある。 Natronobacterium.Natronococcusなどの高度好塩好アルカリ性古細
菌と好アルカリ性ではないが高度好塩性古細菌Halococcusがそれである。これら
の菌はテトラエーテル型脂質を持たず，ジエーテル型脂質のみを持つという点に
おいて，典型的な高度好塩性古細菌である。しかし，そのジエーテル型脂質の骨
格は古細菌一般に見られるCWC20・ジエーテル型脂質に加えて，C20，C25・ジ‘エー テ
ル型脂質を持っている(Fig.11-1)。この脂質lはまglycerolのsn-21:立に結合しているイ
ソプレノイドアルコ~)ルレカが宝{C 20のp凶hyta加nolではなく C
分の前駆体はp凶hytanol部分がGGPPを前駆体とするのと同様にC25のprenyl
dip凶hoωsp凶ha剖te咲(FGPP)であると思われる。このFGPPは当然prenyltransferaseによって
合成されると思われるが FGPPを主として生合成する酵素は現在のところ知ら
れていない。少なくともメタン菌において明らかとなったGGPP synthaseには
FGPPを十分量合成する能力はない。また， GGPPによって強力に生成物阻害を受
けることはすでに述べた(第1章)。このことからNatronobacte riumなどには新しい
タイプのprenyltransferaseが存在すると思われる。この新しいprenyltransferaseを持っ
ていると思われる一群の古細菌のなかで，最も脂質組成の簡単な菌を選択した。
Natronobacterium pharaonis IF014720(DSM2160に同じ)[Morth& Tindall， 1985]は糖
脂質を持たず，リン脂質はarchaetidylglycerophosphateとarchaetidylglycerolおよび
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未同定のリン脂質(おそらく archaetidicacid[Nishihara & Koga， 1990])の3種類である
[Tindall， etal.， 1984; Morth & Tindall， 1985]0 N. pharaonisの脂質生合成系，すなわ
ちイソプレノイド生合成を研究した。まず，本菌のprenyltransferasesの精製を試
みたところ， GGPP synthaseの他にさらに炭素数が5つ長いprenyl diphosphate 
(FGPP)を合成するFGPPsynthaseの存在を見いだ、した。この章では，両者の分離
および部分精製を行い，得られた酵素標品における諸性質について記述した。メ
タン菌で得られた結果とあわせて，高度好塩好アルカリ性古細菌のイソプレノイ
ド生合成について考察をする。
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第1節材料および方法
3.1.1. Natronobacterium pharaonisの培養
N. pharaonis'ま4M NaCl存在下， pH 9で最もよく生育する古細菌である。各種
の糖は資化せず，主としてアミノ酸を利用して増殖する。培地組成はTable111-1 
に示す通りである。
Table 11-1. Natronobacterium medium. 
Compound 
Yeast extract 
Casamino acids 
Glutamate， sodium salt 
K~P04 
KCl 
MgS04 ・ 2~O
CaS04・2H20
NH4Cl 
NaCI 
N~C03 
Concentration (per liter) 
5g 
5g 
1 g 
1 g 
2g 
0.24 g 
0.17 g 
1 g 
250g 
5g 
-48-
第3章 Natronobacteri umのPrenyl transferases 
培地作成はyeastextract， casamino acids， sodium glutamate， KH2P04を300mlの水に溶
かし， pH 6.5に調節し，それとは別に700mlにその他の塩を溶かしたものを用意
し，それぞれ別々にオートクレーブした。オートクレーブ後，室温にまで冷却し
たものを混合し，培地がpHが9.0前後になっていることを確かめたO
培養は370C(30-450C)で， 5-7 日間往復振還することによって行ったO 十分生育し
たものを一部残して集め，遠心分離によって集菌した。 3MNaOを含むTrisbuffer 
(pH 8.0)で一度洗浄した後，同bufferに再懸濁後，用いるまで，・80oCにて凍結保
存した。一部残した培養液に新しい培地を添加することによって，半回分培養を
行った。
3.1.2. 粗酵素液の調製
凍結菌体を融解するとN.pharaonisの場合，菌体が一部破壊されるが，一部残
る菌体を完全に破砕するために，さらに超音波による破砕を行った。破砕液を遠
心分離することによって上清を得，これを粗酵素液として，以下の実験に供した。
3.1ふ Natronobacterium pharaonisのprenyltr加 sferase活性測定法
p:enyltrarnferぉd舌性ilU定法は基本的にはメタン菌の場合のそれと同様であるが，
高度好塩菌の場合，その酵素は塩濃度を低下させるとすみやかに失活・変性する
ものがほとんどであるため， 2.5 M KClを含むassaymixtureを用いた。温度は， N. 
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• 
pharaonisの生育至適温度である450Cとした。
3.1.4. 反応生成物の同定法
基質として， [14C]IPP(66，000 dpm)と同時に[1-3H]FPP(66，000dpm)あるいは[1-
3H]GGPP(66，000 dpm)を用いることによって，反応生成物の同定を行った。反応
後の生成物の抽出， TLCによる分離およびTLCプレートからの掻きとりなどの操
作は1.1.6.の方法に準じて行った。 C20および、C2Sの画分に取り込まれたe4C]とeH]
の放射能の比によって，その鎖長を同定した。すなわち， P4C]と[3H]の比が1:1で
あれば， FPPあるいはGGPPなと寺のal1ylicdiphosphateに一分子のIPPが結合し， Cs 
だけ伸長したと分かる。また，比が2:1となれば， ClOだ、け伸長したことを示して
いる。
3.1ふ prenyltransferaseの分離および部分精製
‘ 
3.1.5.1. Phenyl-Sepharose CL・4Bカラムクロマトグラフィー
粗酵素液に1.0Mとなるように(NH4)2S04を加え， Phenyl-Sepharose CL-4Bカラム
に吸着させた。カラムを50mM Tris， pH 8.0， 2.5 M NaCI(Tris-NaCI buffer)， 1.0 M 
(NH4)2S04で十分洗浄した後， Tris-NaCl bufferにおいて1.0・oM (NH4)2S04の減少勾
配によって酵素を溶出した。各フラクションの活性をDMAPP，GPP， FPP， GGPP 
をアリル性の基質として用い測定した。その結果をFig.II・2に示す。 (NH4)2S04が
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0.4 M付近の位置と0.1Mの位置にprenyltransferase活性を見いだ、した。また，両者
の活性は完全に分離された。前者のpreny1 tran sferaseはアリル性の基質として
GGPPを利用可能であった。また， GGPP以外にもDMAPP，GPP， FPPをも利用で
きた。後者のprenyltransferaseはGGPPに対してはほとんど活性がなかった。従っ
て，両者は異なる prenyltransferaseで、あると考えられた。そこで，前者を
prenyltransferase 1，後者をprenyltransferase2としてさらに精製を行った。
3.1.5.2. Hydroxyapatiteカラムクロマトグラフィー
前項のそれぞれの酵素標品を50mM phospha胞， pH 8.0， 2.5 M KClに透析したも
のをHydroxyapatiteカラムに吸着させたO カラムをPj-KClbufferで、洗浄後，リン酸
塩濃度の直線勾配(50-200mM)で溶出した。 70mM付近にprenyltransferase1が溶出
された(Fig.111-3)0 prenyltransferase 2についても同様にしてクロマトグラフィーを
行った結果， prenyltransferase 2は120 mM付近に溶出された(Fig. 111-4)0 
prenyltransferase 1および2をそれぞれultrafiltratorによって濃縮した。
3.1.5.3. Sephacryl S-300 HRによるゲル減過
Sephacryl S-300 HR(2 X 105 cm)によるゲル濃過を行って，さらに精製を行い，
同時に分子量を測定した。 50mM Tris， pH 8.0， 2.5 M KClであらかじめ平衡化され
ているカラムにサンプルを展開した。 prenyltransferぉe1は76kDaの位置に溶出さ
れ(Fig.111-5)， prenyltransferase 2は68kDaの位置に溶出された(Fig.11・6)0 しかし，
P陀nyltransferase2に関しては， 34 kDaの位置にメインピークをもち， 68 kDaの位
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にショルダーを示す場合があった(Fig.111-6)。
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第2節結果
3ム1. prenyltransferasesの分離および部分精製
N. pharaonisのprenyltransferasesをPhenyl-SepharoseCL-4Bの疎水クロマトグラ
フイーによって， 2つに分離することができた。一方は，アリル性基質として
GGPPを利用できた(prenyltransferase 1)。一方は.GGPPを利用できなかった
(prenyltransferase 2)。両者は性質の異なるprenyltransferasesであることが明らかで
ある。また.prenyltransferase 1は今までに報告されているprenyltransferぉesとは異
なる性質の新規のprenyltransferaseであると考えられた。それぞれをさらに
Hydroxyapatite，ゲルろ過のクロマトグラフィーで精製した。これらクロマトグラ
フィーによって，それぞれのprenyltransferase1標品はprenyltransferase2を，逆に
prenyltransferase 2標品はprenyltransferase1を含まず，また，活性測定を妨害する
IPP isomerase， phosphataseを完全に除去することができた。
3.2.2. Natronobacterium pharaonisのprenyltransferasesの分子量
ゲルろ過によって，N. pharaonisのprenyltransferasesの分子量を推定した(Fig.II-
7)0 prenyltransferase 1は76kDa. prenyltransferase 2は68kDaであった。また，
pren y ltransferぉe2は.34 kDaの位置に溶出されることもあったoprenyltransferase 2 
-53-
古細菌のprenyltransferasesとイソプレノイド生合成
については34 kDaのdimerであると恩われたo メタン菌のprenyltransferaseおよび
他起源のpreny 1 transferasesと同様の値を示した(Cf.l.4.3.) 
3ム3. 基質特異性
部分精製されたprenyltransferase1および2の基質特異性について検討した(Table
11-1)。メタン菌のGGPPsynthase はすでに述べたように， DMAPP， GPP， FPPをア
リル性基質として利用可能であり その活'性はGPP>DMAPP>FPPの順で高かっ
た。 N.pharaonisのprenyltransferase1および2はそれぞ、れTable11・1のようになった。
Table 11・l. Substrate Specificities of prenyltransferωes 1 and 2. 
Allylic 
substrate(s) 
DMAPP 
GPP 
FPP 
GGPP 
FPP+GGPP 
Concentration 
(μM) 
100 
100 
100 
100 
100+100 
Activity (dpm) 
Prenyltransferase 1 Prenyltransferase 2 
3，464 
5，473 
6，259 
6，762 
8，762 
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(55.3%) 
(87.4) 
(100.0) 
(108.0) 
(140.0) 
6，294 
10，271 
3，569 
30 
2，306 
(176.3%) 
(287.8) 
(100.0) 
(<l.0) 
(64.6) 
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prenyltransferase 2はメタン菌GGPPsynthaseと同様にGPP>DMAPP> FPPの順で作
用を示し， GGPPに対してはほとんど作用しなかった。また， FPPに加えてGGPP
を共存させると活性が阻害されたことから，この酵素はGGPPsynthaseであろう
と思われる。それに対して， prenyltransferase 1 はGGPPに対しても活性を示し，
GGPP> FPP> GPP> DMAPPの順に作用した。この順序は基質分子の炭化水素鎖長
の順であり，この結果はメタン菌GGPP synthaseはもとより ，N. pharaonisの
prenyltransferase 2(GGPP synthase)とも異なるものであった。基質特異性から考え
て，この酵素は新規のprenyltransferaseであろうと思われる。そこで，さらにこの
prenyltransferase 1の反応生成物について検討した。
3ム4. 反応生成物の同定
prenyltransferase 1の反応生成物を検討した(Fig.111-8)。基質として100μMGGPP
+1∞凶1IPPを用い， 1時間後の反応生成物の同定を1.1.6.の方法に準じて行った。
その結果， geranylgeraniol(C2o)よりもRr1直の小さい位置，すなわtfamesylgeraniol 
(C 25)の位置に放射能を検出した。また， [14C]IPPに対しアリル性基質として
[3H]FPPを用いた場合，得られたfamesylgeranio1の3W14Cの比は 1:2であり， C5単位
で2つ伸長したことを示している。さらに，アリル性基質として[3H]GGPPを用い
た場合，得られたfamesylgeraniolの3W14Cの比は1:1であり， C5単位で1つ伸長した
ことを示している。従って，prenyltransferase 1はC25・prenyldiphosphateを合成する
FGPP synthaseであると結論した。
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第3節考察
3.3.1. prenyltransferasesの分離および同定
疎水クロマトであるphenyl-SepharoseCL・4Bカラムクロマトグラフイ}によっ
て，N. pharaonisより2種のprenyltransferasesを分離した。このクロマトグラフィー
ののち， hydroxyapatiteおよびゲルろ過によって，得られた両prenyltransferase標品
はお互いを含まず，また活性測定を妨害するIPPisomerase， phosphatasesの活性を
完全に除去できた。得られたprenyltransferaseの一方はGGPPを合成するGGPP
synthaseであるとみなされた。他方はGGPPよりさらにC5だけ鎖長の長いFGPPを
合成したことから， FGPP synthaseであるとみなされた。分子量は他起源の
preny ltransferasesのそれと同様であり，それぞれGGPPsynthaseが76kDa， FGPP 
syn出aseが68kDaであった。得られた両prenyltransferasesは通常のprenyltransferase
ファミリーに属すると思われる。なお， FGPP synthase は他起源からのその存在
の報告はなく，新規のprenyltransferaseである。
3ふ2. FGPP synthaseの役割
N. pharaonis'ま，ジエーテル型脂質のみを持ち，テトラエーテル型脂質を持た
ないという点において，典型的な高度好塩菌である。しかし，他の
Natronobacterium， Natronococcus， Halococcusと同様に， C抑 C20ジエーテル型脂質の
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他に， c加 C25ジエーテル型脂質をも持つ。これらジエーテル型脂質のC20の部分
は，Methanobacterium， Halobacteriumtですでに明らかになっているように， GGPP 
を前駆体とし， GGPPからゲラニルゲラニル基をグリセロール・1-リン酸へ転移す
ることによっていると思われる。しかし， GGPP synthaseはC25・prenyldiphosphate 
の合成能力が低いことから， C25の部分はどういっ経路によって合成されている
のかについて，これまで明らかでなかった。今回，その存在が明らかとなった
FGPP synthaseがこのC25の部分の前駆体と思われるFGPPを合成していると推察さ
れた。このFGPP synthase は他起源からのその存在の報告はないが，このことか
ら，他の生物とは異なるイソプレノイド生合成が行われていると言える。
通常，植物[Ogura，et al.， 1972]や動物[Sagami，et al.， 1993]など真核生物および
Micrococcus [Sagami & Ogura， 1981]などの真性細菌にはprenyltransferaseとして，
活性の高いFPPsynthaseとそれよりは活性の低いGGPPsynthaseが存在している。
前者はステロール生合成のために前駆体であるFPPを合成し，後者はカロテノイ
ドあるいはゲラニルゲラニル化タンパク[Eps記in，et al.， 1991]の前駆体であるGGPP
を合成するという役割分担を行っているといわれている。
この役割分担によく似たものが，Natronobacteriumでも存在しているのではな
いだろうか。活性の高いGGPPsynthaseとそれよりは活性の低いFGPPsynthaseが
存在して，前者はC20の部分の，後者はC2Sの部分の前駆体を合成するという役割
分担を行っている思われる。 C20，C20ジ‘エーテル型脂質とC2O'C25ジ‘エーテル型脂質
の比率は約1:1であると報告されている[Morth& Tindall， 1985]。従って， C20の部
分とC25の部分の比率は約3:1である。このことは， GGPP synthaseの活性が高く，
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FG PP synthaseはそれよりは活性が低いということとよくあっている。また，
FGPP synthaseはGGPPに対する活性が最も高く，以下FPP，GPP， DMAPPとなるこ
とと， GGPP synthaseの活'性がFGPPsynthaseより高く，かつGPPおよびDMAPPを
基質とした場合の活性がFPPに対するよりも高いことから，in vitroではGPPおよ
ぴDMAPPは主にGGPPsynthaseが利用し， FGPP synthaseは利用できないのではな
いかと思われる(Table111-2; Fig. )。すなわち， FGPP synthaseはGGPPを主として
基質とし， FGPPを合成するという 1段階の伸長だけをその役割としているのかも
しれない。動物において， GGPP synthaseがFPPを主として基質とし， GGPPを合
成するという 1段階の伸長だけをその役割としていることが報告されており
[Sagami， et al.， 1993]， Natronobacteriumの場合と類似しており，興味深いものが
ある。
Table 111-2. Activity Ratio of FGPP synthase and GGPP 
synthase in Natronobacterium pharaonis .
AlIyl-PP 
DMAPP 
GPP 
FPP 
GGPP 
FGPP synthぉe
1(5%) 
1(5%) 
1(14%) 
all? 
GGPP synthase 
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19.1(95%) 
19.8(95%) 
6.0(86%) 
negligible 
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第3章の要約 高度好塩好アルカリ性古細菌における
preny ltransferasesとイソプレノイド生合成
本章において，高度好塩好アルカリ'性古細菌Natronobacteriumより 2種の
prenyltransferases， GGPP synthaseおよびFGPP synthaseを分離し，その諸性質を明
らかにしてきた。そのうち， GGPP synthaseはメタン菌M.thermoformicicumSF-4よ
り分離・精製されたGGPPsynthaseと分子量・基質特異性・中間産物を蓄積すること
などの特徴が類似していることが明らかとなったO また，同酵素以外に見い出さ
れたFGPPsynthase は最終産物としてC2s-prenyldiphosphate (FGPP)を合成すること
から新規のprenyltransferaseであるとみなされ， prenyltransferaseファミリーの新た
な位置を占めるものとして さらなる研究が必要であろうと思われる。この
FG PP synthaseは，上記GGPPsynthasesとは，分子量・中間産物を蓄積することな
どは類似していたが，基質特異性(基質選択のj順位)は異なっていた。
メタン菌において， FPP synthaseが存在しなかったことと同様にN.pharaonisに
もFPPsynthaseが存在しなかったo Sulfolobusにおける研究からも同様の報告があ
り，古細菌には一般的にFPPsynthaseが存在しない可能性がある。それを補完す
る形で， GGPP synthasesが存在し，通常(他起源のGGPPsynthase)なら蓄積・供給
しないFPPを古細菌の場合，蓄積・供給することによって，種々のイソプレノイ
ド生合成(スクワレンおよび膜脂質生合成)を行っているのであろう。このことに
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ついては，さらに研究対象を広げ，この仮説を証明する必要がある。
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総括 古細菌のprenyltransferasesとイソプレノイド生
合成について
メタン菌をはじめとする古細菌の膜脂質は，真核生物や真正細菌とは異なり，
isopranyl glycerol etherを基本骨格とする極性脂質およびsqualeneを主成分とする中
性脂質より成っている。従って，古細菌の脂質生合成は興味深い問題であるが，
それに関与する酵素についての報告は現在のところほとんどなかった。本研究に
おいて，イソプレノイド鎖伸長を触媒する酵素prenyltransferョseをメタン生成古細
菌Methanobacteriumthermoformicicum SF-4および高度好塩好アルカリ性古細菌
Natronobacterium pharaonis IF014720の2種の古細菌より分離・精製を行い，その
諸性質を検討した。 M.thermoformicicum SF-4の菌体を超音波破砕した上清に見い
出されたprenyltransferaseはGGPPsynthaseであるとみなされ，その諸性質につい
て明らかにしてきた。分子量は他起源のprenyltrarnferaseのそれと同様で、あったが，
中間産物の蓄積が見られること，その蓄積物のGGPPに対する割合は酵素反応条
件によって変化することなど，他起源のprenyltransferaseとは異なる興味深い性質
を持つことを明らかにした。また，本酵素が単独で，メタン菌のイソプレノイド
膜脂質の前駆体を供給し，その生合成制御をも行っていると推察した。
次に， prenyltransferaseのKCl(K+)による活性化機構について検討したところ，
K+は酵素反応の並列経路を作る"modifier"であることが分かり， K+が酵素に結合
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しているときに限り反応が著しく進行し，基質特にIPPが酵素に結合するのを促
進するものと考えた。
N. pharaonis IF014720より2種のprenyltransferasesを分離し，一方はメタン菌と
同じく GGPP synthaseであるとみなしたが，他方は高度好塩好アルカリ性菌に特
徴的なC20，C25ジ、エーテル型脂質の前駆体C25・prenyl-PP，farnesylgeranyl-PP (FGPP)を
合成するFGPP synthaseであるとみなした。これらprenyltransferaseの分子量は，
FGPP synthaseが76kDa， GGPP synthaseが68kDaであった。 FGPPsynthaseは，これ
まで他起源のものは報告されておらず，新規のprenyltransferaseであった。
古細菌のイソプレノイド生合成には， prenyltransferaseとしてFPPsynthaseの存
在が認められず，他の生物のそれとは異なるものであった。他起源のものは報告
されていない新規のprenyltransferase，FGPP synthaseが見い出され，古細菌のイソ
プレノイド生合成に関与するprenyltransferaseには，興味深いものがあると思われ
た。 prenyltransferase以外にもイソプレノイド生合成に関与する新規の酵素，例え
ば， glycerol-l-phosphateにgeranylgeranyl基を転移する酵素がすでに報告されてい
る。今後，さらに古細菌のイソプレノイド生合成に関与する諸酵素の研究によっ
て， GGPP synthaseのように，新たな性質を持つ酵素が見い出される可能性があ
るばかりか，今回初めて見い出されたFGPPsynthaseのように新たな酵素が発見
され，イソプレノイドの生化学の発展に貢献する可能性を秘めていると思われる。
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Fig.I・6.Optimal pH of GGPP Synthase from 
Methanobacterium thermoformicicum SF・4.
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